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摘要 
乳酸菌胞外多糖（EPS）是乳酸菌在其生长、代谢过程中分泌到细胞外的粘
液或荚膜多糖，具有重要的物理化学特性，如良好的流变学特性，能改善发酵乳
的粘度、质构和口感，防止缩水和乳清析出，使产品增稠、稳定，质地细腻均匀，
口感润滑；而且 EPS 还具有良好的生理活性，如抗肿瘤、免疫调节、抗病毒、
抗溃疡、抗氧化、降胆固醇、降血压等，还可作为益生元促进肠道内其他益生菌
的生长，调节肠道菌群。近年来关于乳酸菌和乳酸菌胞外多糖的研究成为热点。
本文通过添加低成本的过氧化氢和氯化钙刺激鼠李糖乳杆菌产胞外多糖，经过离
心、除蛋白、乙醇沉淀、透析、冷冻干燥得到粗多糖体。对多糖的分离纯化、粗
多糖的产量、多糖的生物活性、分子特性及结构进行了研究。主要研究结果如下：  
本研究的 Lactobacillus rhanmosus ZY 于厌氧条件下培养 24h，其 EPS 产量
最高达 342.8 mg/L，在培养基中添加 3 mM H2O2提升 EPS 的产量至 567 mg/L，
进一步添加 10 mM CaCl2更提升 EPS 的产量至 2,498 mg/L。在 4 个培养条件下：
MRS，3 mM H2O2，10 mM CaCl2，3 mM H2O2 + 10 mM CaCl2，EPS 组成均为杂
多糖，由鼠李糖、果糖、甘露糖和葡萄糖组成，但其相对含量有所差异。在添加
3 mM H2O2 的胞外多糖中，单糖摩尔比例为鼠李糖：甘露糖：果糖 = 1.7: 1.2: 1，
其他条件的 EPS 该摩尔比例则约 = 0.8: 1: 1。本研究也分析了 c-EPS 中各组分的
氨基酸组成比例。将添加 3 mM H2O2时产生的粗胞外多糖经离子交换层析 
(DEAE-Sepharose Fast Flow) 分离得到 EPS-2 和 EPS-3，结合 HPSEC 分析确定分
子量分别为 2.5 × 106和 3.4 × 104。经过核磁手段分析，初步确定 EPS-2 的结构为：
[-4)-α-Manp-(1→4)-β-Manp-(1→2)-β-Manp-(1→2)-β-Glcp-(1→4)β-Manp-(1→4)-β-
Manp-(1→] 
实验进一步分析了菌体表面亲疏水性与抑菌性能。发现原菌株表面呈较强的
疏水性，在添加 H2O2与 CaCl2培养后，增加菌体表面的亲水性。抑菌实验表明，
菌株在 4 个培养条件下可抑制金黄色葡萄球菌 (S. aureus)、大肠杆菌（E. coli）
和脓疮芽孢杆菌(B. cereus)的生长，在添加 H2O2与 CaCl2时抑制效应增强。最后，
研究了多糖的抗氧化性和对 H2O2损伤小鼠成纤维细胞 NIH3T3 的保护作用。结
果在 H2O2和 CaCl2胁迫下所提取的粗多糖具有更佳清除羟自由基和超氧自由基
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
II 
 
的性能。由 3 mM H2O2培养基中的粗多糖对于氧化损伤 NIH3T3 细胞存活率提高
至 109.2%。本研究提供了一个经济的生产策略，并提高 EPS 的产量及活性。 
 
关键词：过氧化氢；钙离子；胞外多糖；鼠李糖乳杆菌；生理活性
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Abstract 
Lactic acid bacteria exopolysaccharides (EPS) are extracellular polysaccharides 
which are either associated with the cell surface in the form of capsules or secreted 
into the extracellular environment in the form of slime. Exopolysaccharides are 
important food and drug additives that have beneficial human health effects, including 
antioxidant, anticancer, probiotic, and immune-related activity. However, the usage is 
limited as low yields and the complex culture conditions in lactic acid bacteria. We 
found that hydrogen peroxide combined with calcium would stimulate crude EPS 
(c-EPS) production, as well as the probiotic activity in Lactobacillus rhamnosus ZY. 
In this study, we isolated and identified the purified EPS, investigated its bioactivity, 
molecular structure of EPS. The results are described as follows: 
At first, 3 mM H2O2 addition to MRS increased c-EPS biosynthesis to 567 mg/L 
at 24 h. By addition of 10 mM calcium chloride (CaCl2) and 3 mM H2O2 resulted in 
the highest c-EPS yield at 12 h, i.e., 2,498 mg/L, which was over 9-fold higher than 
that observed for the anaerobic culture. The c-EPS is a hetero-polysaccharide; it was 
mainly composed of fructose, mannose, glucose, and rhamnose at different molar 
ratios depending on culture conditions. The c-EPS was composed of rhamnose, 
mannose and fructose in an approximate molar ratio of 1.7: 1.2: 1.0 at the condition 
with 3 mM H2O2 in MRS; while the c-EPS contained rhamnose, mannose and 
fructose in a molar ratio of approximately 0.8: 1: 1 in other three conditions. The 
c-EPS abtained from 3 mM H2O2 in MRS was further isolated by a DEAE-Sepharose 
Fast Flow ion-exchange chromatography column, and two fractions were obtained as 
EPS-2 and EPS-3, respectively. The molecular weights were approximately 2.5 × 10
6 
and 3.4 × 10
4
. Using the NMR method, we deduced the EPS-2 structure was: 
[-4)-α-Manp-(1→4)-β-Manp-(1→2)-β-Manp-(1→2)-β-Glcp-(1→4)β-Manp-(1→
4)-β-Manp-(1→] 
The original strains showed more hydrophobicitythan that of added H2O2 and 
CaCl2 adapted cells. Antibacterial experiments showed that ZY cultured in the four 
conditions could against to pathogenic bacteria, such as Staphylococcus aureus (S. 
aureus), Escherichia coli（E. coli） and Bacillus cereus (B. cereus). Preliminary in 
vitro test revealed that H2O2 and CaCl2 enhance the hydroxyl and superoxide radical 
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scavenging capacities, and have a notable protective effect against oxidative damage 
in NIH3T3 cells, with a 109.2% increase in cell viability. Our study provides a simple 
and low-cost approach to achieve a high EPS yield and quality via L. rhamnosus. 
 
Key words：hydrogen peroxide, calcium, exopolysaccharide, Lactobacillus 
rhamnosus, probiotic activity
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 第一章 研究背景 
1.1 概述  
1.1.1 益生菌与乳酸菌 
益生菌有着悠久的历史。最早的记录表明，人类摄入“馊牛奶”已有两千年
之久。而其真正的营养价值首次被研究大约在 100 年前，Metchnikoff 和 Tssier
于巴黎的巴斯德研究所中。在此之后，益生菌及针对人类和动物肠道菌群相关化
合物的研究课题吸引了大批科学家投入；可食用的乳酸菌常掺入乳制品中进行发
酵，其应用正日益普及。日本在过去几十年已发展成为乳酸菌生产及使用最成熟
的国家，比美洲，欧洲，亚洲其他国家，大洋洲和发展中地区更为先进[1]。益生
菌最早源自希腊文，意思是生命。最早是由 Lilley 和 Stillwell 用来描述一种微生
物分泌刺激另一种微生物生长的物质，作为“抗生素”的反义词。Fuller 于 1989
年提出的关于益生菌的定义被普遍的使用：益生菌是一类“适当摄入对宿主有好
处的活的微生物”。益生微生物的种类众多，主要分为三大类[2]：第一类为乳酸
菌 ， 主 要 包 括 嗜 酸 乳 杆 菌 (Lactobacillus acidophilus) 、 粪 链 球 菌
(Streptococcusfaecalis) 和乳双歧杆菌(Bifidobacterium lactis) 等; 第二类为芽胞
杆菌(Bacillus); 第三类为酵母菌[2, 3]。益生菌是微生物膳食佐剂，通过调节粘膜
和宿主免疫系统而发挥有益作用；以及改善肠道中的营养和微生物平衡，具有巨
大的潜在应用价值[4]。 
乳酸菌不是一个分类学上的名称，而是一类可发酵碳水化合物并产生大量乳
酸、不产孢子、厌氧或兼性厌氧的革兰氏阳性球菌或杆菌的统称[1]。乳酸菌在自
然界中种类很多，分布极广，有些存在于动物的肠、胃、口腔、皮肤表面以及牛
奶、乳制品、肉类制品中；还有一些存在于水果、蔬菜、谷物及植物制品上。乳
酸菌主要包括乳球菌属(Lactococcus)、乳杆菌属(Lactobacillus)、明串珠菌属
(Leuconostoc)、双歧杆菌属(Bifidobacterium)、片球菌属(Pediococcus)和链球菌属
(Streptococcus)等。除少数外，如肺炎链球菌(Streptococcus thermophi)和化脓性链
球菌(Streptococcus pyogenes) [4]，绝大部分乳酸菌是人和动物体内必不可少的具
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